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RESUMO

Os autores estudam os rins de 4 caes infectados com Leishmania (LLeishmania)
chagasi. Dois animais (um macho e uma fémea) naturalmente infectados foram
sacrificados 18 meses apos sua permanéncia no laboratério. Dois machos foram
inoculados por via endovenosa, com 1x10° promastigotas da cepa MHO/BR/70/BH46
e sacrificados apos 18 meses e 2 anos, respectivamente. Em todos os animais os
rins estavam lesados. As alteracoes encontradas foram: (1) glomerulonefrite mesan-
gioproliferativa focal ou difusa, com pronunciada hipertrofia e hiperplasia das células
mesangiais e com alargamento da matriz: (2) espessamento da membrana basal
com depositos eletrondensos: (3) nefrite intersticial intertubular cronica com exsuda-
cao plasmocitaria intensa. (4) degeneracao albuminosa dos tubulos renais. Baseados
nos achados os autores discutem os provaveis mecanismos patogenéticos.

UNITERMOS: Nefropatia parasitdaria; Leishmania (L.) chagasi; Calazar canino.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (L V) causada, no
Brasil, pela Leishmania (Leishmania) chagasi,
é uma doenca de evolucao cronica capaz de de-
terminar a morte do hospedeiro, quando nao tra-
tada. Como o parasito é intracelular do Sistema
Mononuclear Fagocitario, a maioria das altera-
coes histopatologicas ocorrem ao acaso. mas
predominantemente nos érgaos do sistema imu-

nitario e do figado. No entanto, alteracoes renais
tém sido relatadas em casos humanos (UEBEL,
1951; BOGLIOLO, 1956; DE PAOLA & SILVA,
1966; ANDRADE & YABUKI, 1972; DUARTE
etal., 1983: DE BRITO et al., 1975) e em hamster
(HINGHAIS et al, 1964;: DUARTE et al., 1978;
DUARTE, 1975; AGU et al., 1981; OLIVEIRA
et al., 1985). No cao, reservatorio doméstico da
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LV, as investigacoes classicas de DEANE, 1956
e ALENCAR, 1959, cobriram basicamente todos
aspectos epidemiologicos da doenca. No entan-
to, sao escassos os estudos histopatologicos em
caes, especialmente os relativos as alteragoes re-
nais (CHUNG et al.,, 1940; BRENER, 1957. Mc-
CONNEL et al., 1970; AYALA, 1973; GEORGE,
1976; CORBEIL et al., 1976).

O propdsito do presente trabalho é portanto,
o de estudar sistematicamente os rins de caes
infectados natural e experimentalmente com L.
{L.) chagasi, no pressuposto de se conhecer me-
lhor a patogenia da glomerulopatia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois caes adultos (macho
e fémea), de idade ignorada, com calazar natural
e provenientes de Tedfilo Otoni, MG, mantidos
no canil do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG durante 18 meses e dois caes machos,
de racanaodefinida, que aos dois meses de idade
receberam 1x10% promastigotas da cepa MHO/
BR/70/BH46 por via endovenosa e mantidos em
canil por dois anos. Os animais foram sacrifi-
cados por choque elétrico. As autépsias foram
completas, coletando-se fragmentos de todos os
orgaos. O material foi fixado em formol salina
a 10%, tamponado, pH 7.2 e fragmentos da corti-
cal e medular do rim foram fixados também em
aldeido glutarico a 2% em tampao fosfato, pH
7.2.

Para os estudos a microscopia optica, os
fragmentos dos rins foram incluidos em parafina,
cortados na espessura de 2.5 micrometros e cora
dos pela hematoxilina eosina, tricrémico de Go-
mori, PAS, prata metenamina e vermelho Congo
{pesquisa de amiloide). Foram realizados tam-
bém em alguns cortes, a reacao PAP (peroxi-
dase) usando-se anti-soro anti-Leishmania
(BARBOSA et al.,, 1986).

Para o estudo a microscopia eletronica os
fragmentos fixados em aldeido glutarico 2% fo-
ram tratados com tetroxido de 6smio 1,0%, desi-
dratados, incluidos em EPON, cortados em ul-
tramicrotomo Reichert, corados pelo Reynolds
e examinados no ME EM 9-S2, Zeiss.
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RESULTADOS

Osresultados laboratoriais e os dados de ne-
cropsia dos animais natural e experimentalmen-
te infectados sao apresentados no Quadro 1.

Analise dos rins

Todos os 4 animals apresentavam os rins
com degenerac¢ao albuminosa (palidos, umidos
e brilhantes) e as lesdes renais eram evidentes
ora mais, ora menos intensas nos varios cortes
examinados. Como os achados foram bastante
uniformes, sera feita aqui uma analise em con-
junto dos rins dos animais infectados natural
e experimentalmente.

Microscopia optica

Tanto no rim direito quanto no esquerdo as
lesoes encontradas podem ser assim discrimi-
nadas:

Os glomérulos, em sua maioria, mostravam
nitida proliferacao mesangial focal ou difusa,
com intenso espessamento da matriz. Espessa-
mentos irregulares da membrana basal; luz capi-
lar pérvia talguns granulécitos neutrofilos e célu-
las mononucleadas livres ou aderentes ao endo-
télio) ou nao (ocluida devido a compressao ex-
trinseca). Vez por outra, observou-se aderéncia
entre o folheto parietal e o visceral da capsula
de Bowmann. Muitos glomérulos apresentavam-
se fibrosados e hialinizados. Foi freqiente o
achado de infiltrado intertubular na medular e
cortical, de células plasmaticas, as vezes intenso,
com consequente degeneracdo albuminosa dos
tubulos, com ou sem cilindros hialinos na luz.
Em todos osrins foinegativa a pesquisa amiloide
e de parasitos. Em alguns cortes foi positiva a
reacao do PAP no citoplasma de células mono-
nucleadas, possivelmente macréofagos (Fig. 1A
e B).

Microscopia eletréonica

Os achados mais marcantes e constantes fo-
ram:

1. Uma pronunciada proliferacao das célu-
las mesangiais (Fig. 2) com intenso alargamento
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QUADRO 1
Aspectos gerais observados em 4 caes infectados experimental ou naturalmente com Leishmania
(L.) chagasi

Aspectos gerais

Animais naturalmentejAnimais experimentalmente

Observados infectados infectados
Caol Cao 2 Cao 1l Cao 2
Reacao de Fixacdo do complemento 1:160 1:160 1:360 1:160

Lesodes verrucosas

Numerosas|Numerosas

(=)

Alopécia (+) (+) (+) (+)
Hepatoesplenomegalia (+) (+) (+) (+)
Congestao de baco e figado (+) (+) (+) (+)
Hipertrofia dos linfonodos abdominais (+) (+) (+) (+)
Parasito presente no baco, figado, medula () () () (+)

oOssea e linfonodo

Outros dados

Congestao [Criptorquidia
e edema esquerda
dos mesos

(+) presente (—)auséncia do dado

da matriz. Nesta, era freqiiente a deposicao de
material eletrondenso de forma e volume varia-
vel, de permeio com estruturas filamentosas
orientadas em varios sentidos. semelhantes ou
nao as do colageno (Fig. 3). A matriz, por vezes,
se insinuava entre laminas basais, como se esti-
vesse dissecando-as;

2. Espessamento irregular da membrana
basal (MB), com variacbes entre 100 e 200 nm.
Sua eletrondensidade era uniforme, nao se iden-
tificando as laminas raras interna e externa. Na
espessura MB, foi frequentissimo o encontro de
depoésitos eletrondensos, por vezes muito volu-
mosos, porosos, finamente granulosos ou entao
compactos muito homogéneos. Nestas areas a
MB era ainda mais espessa (Figs. 4A e 4B). Depo-
sitos sub-endoteliais também foram vistos se
bem que em menor humero;

3. Os podocitos, por vezes, mostravam-se
degenerados, vacuolizados e com fusao dos pro-
longamentos terciarios, junto da MB (Fig. 5);

4. Deformidade da luz capilar devido a com-
pressao extrinseca, chegando mesmo a sua total
oclusao. Naqueles pervios, podia-se ver, com cer-
ta frequiéncia, granuldcitos neutrofilos junto ao
endotélio, emitindo pseudopodos. Foi frequente
a tumefacao e vacuolizacido endoteliais (Figs. 5
e 6).

5. Muitos glomérulos estavam totalmente
fibrosados:

6. Entre os tubulos contorcidos proximais,
distais e coletores, com denegeracao albumino-
sa, foi frequente o encontro de intenso infiltrado
plasmocitario (Fig. 7).

DISCUSSAQ

De um modo geral, as lesOes renais, por nos
observadas, tanto no animal natural quanto no
experimentalmente infectado foram semelhan-
tes quando comparadas com aquelas vistas no
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Fig. 2 Cao infectado experimentalmente com a L. (Leish-
mraaia) ehagasi e sacrificado 2 anos apés a infecgio. Cortical
de rim direito. Hiperplasia das eélulas mesangiais com inlenso
alargamento da matriz devido a material amorfo e filamentoso
de eletrondensidade varlavel. NMiclep das células mesangiols
(N matriz (M1 podocito (P); Membrana basal do glomérulo
(MBI x TBA0

Fig 1 — A. B — Cao infectado naturalmente com i L. tLelsh-
mrania) chagasi com idade ndo definida. Cortical do rim direi-
o, corles semi-finos, Azul de tolaidina.

A Gomérulo apresentando nitida lesao foeal (Espessumento
do mesanglo; fibrose o oelusio da luz das al¢cas glomend
lares; aderéncin parcial dao lfolheto visceral ao parietal
da capsula de Bowmanni

B Glomeérilo pumentada de volume Com espessamentao di

% B
fugo do mesangio. Alges capilores. em sua malorli per m‘}
b & e

vias. Infiltrado de eélulas mononueleadas entre o8 tubu . =

Fig. 1 — Céo infectado naturalmente com a L. (Leishmanial
chagasi com idade nio definida. Rim direito. Parte de um
rlomerulo parcialmente fibrosado. Matriz mesangial com es
truturas filamentosas orientadas em varios sentidos semelhan
tes & coldgeno. Nucleo da céluln mesangial (M). x 20140

los rennis

homem (BOGLIOLO, 1956) e no hamster (HIN
GHAIS et al., 1964; DUARTE, 1975; OLIVEIRA
et al., 1985). A nefrite intersticial por nos obser e no hamster. a presenca de amiloide na matriz
vada parece similar as descritas no cao por mesangial. Noentanto CHUNG et al., 1940 obser-
CHUNG et al. 1940; TOME, 1956 e BRENER, vou uma fraca reacao amiloide em glomerulos
1957. Apenas nao se confirmou como no homem de um cao entre doze estudados e acometidos
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- o4
Ciao infecindo natural (A) e experimental-
mente (Bl oom a L (Leishmania) ehagasi. Rim direito, Parie
teum glomerulo mostrando intenso espessamentoda MB, com
virios depositos eletrondensos granulosos ou homogeneas (se
LAS) na sua espessura. x 20480

Fig 4 —AcB

peia LV. Chamou-nos atencao o intenso exsu-
dato de células plasmaticas no intersticio inter-
tubular e a presenca de alguns macrofagos com
PAP positivo, indicando provavelmente a pre
senca de exoantigenos. O PAP foi também posi-
tivo nas lesoes verrucosas da pele. E possivel.
portanto, que no rim estes antigenos (Ag) pos-
sam interagir com anticorpos (Ac) especificos
formando ai complexos AgAcresponsaveis pelas
respostas celulares mesangioproliferativas.
Alias, DE BRITO et al., 1975; WEINSINGER et
al., 1978, DUARTE, 1984, detectaram a presenca
de IgG e IgA e juntamente com a participacao
do C’ tentaram explicar as lesoes glomerulares.

Fig. 5 — Cao infectado naluralmente com a L. (Leishmania)
chagasi, Rim esquerdo. Parte de um glomeérulo mostrando
fenomenos regressivos do poddacito (P com fusan de seus pés
junto da MB, gue se encontra espessada e chela de depositos
eletrondensos. Tumelacao do endotélio (E). x TH80.

e b | &y Sale-
Fig. 8 — Cao infeciado naturalmente com a L. (Leishmanin)
chagasi. Rim direifo. Alga glomerular com um granuloeito
neutrafilo (GN) na luz e emitindo pseuddpodos. aparentemen
te, fnzendo corpo com a MB espessada e com depositos eletron
densos (setash. & 20140,

Também € possivel que no cao, como foi vis-
to no hamster (BUNN MORENO et al., 1985),
haja uma ativacao policlonal B bem como uma
supressao das células T devido a presenca dos
antigenos parasitarios, dada a intensa plasmo-
citose observada nos orgaos linfaticos e nos rins.
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Cho infectado naturalmente com a L. (Leishoanial
Moedolar do rim direito, Intor

De acordo com os dados de necropsia e clini-
colaboratoriais, acreditamos poder excluir qual
quer fator etiologico que pudesse interferir na
interpretacao da glomerulopatia leishmanioti
ca. Assim sendo, podemos concluir que nos oito
rins estudados havia:

1. Uma glomerulonefrite mesangioprol‘fera
tiva, focal ou difusa com pronunciada hipertrofia
e hiperplasia das células mesangiais, e alarga-
mento da matriz:

2. Depositos eletrondensos na matiz mesan-
gial;

3. Espessamento da MB com depositos ele-
trondensos na sua espessura e sub-endoteliais;

4. Nefrite intersticial intertubular croénica,
com exsudacao de plasmocitos e macrofagos:
estes, as vezes corados pela técnica de imunope
roxidase usando-se soro anti-LLeishmania.

5. Degeneracao tubular.

Baseados nestes resultados acreditamos
que haja necessidade de estudos experimentais
controlados do calazar canino, nao sé pela sua
importancia epidemiologica na transmissao da
doenc¢a como pela semelhanca das alteracoes re-
nais encontradas em relacao ao que ocorre no
calazar humano. Estudos sistematicos dos me-
canismos patogenéticos estao sendo desenvol-
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vidos com o intuito de esclarecer pontos obscu
ros da doenca.

SUMMARY

Optical and electron microscopical studies of
canine kidney naturally and experimentally in-
fected with Leishmania (Leishmania) chagasi

Two naturally infected dogs tmale and fema
le) from Teofilo Otoni (MG-Brazil) were main-
tained for 18 months in our laboratory. Two other
dogs, two months old males were infected with
1 x 10° promastigotes of MHO'BR/70°-BH46
Leishmania (Leishmania) chagasi strain, endo
venous route, and autopsied after 10 months and
two years.

The main findings concerning the kidney
were: (1) focal or diffuse mesangial glomerulo-
nephritis with proliferative and enlargement of
mesangial cells: (2)increase in thickness of base-
ment membrane with electron-dense deposits;
(3} chronic interstitial nephritis with intense
exudation of plasmocytes: (4) cloud swelling of
renal tubules.

The authors discuss the probable pathoge
netic mechanisms.
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